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【要旨】亜急性硬化性全脳炎（SSPE）患者から分離した麻疹ウイルスではMatrix（M）タンパクに変異を
認める。本研究では、Vero細胞、　B95a細胞におけるSSPE関連麻疹ウイルス増殖能の検討をする為に、　Mタ
ンパク変異麻疹ウイルスを作製した。AIK－C麻疹ワクチン株（measles　virus　AIK－C　strain：MVAIK）の
cDNAからリバースジェネティクス法により緑色蛍光タンパク（GFP）を発現するMVAIK－GFPを作製、
AIK－C　cDNAのM遺伝子をSSPE株（SSPE－75とZH）に置換した組換えcDNAからMVAIK／SSPE　75
M－GFPとMVAIK／ZH　M－GFPを回収した。　MVAIK－GFPを接種したB95a細胞、　Vero細胞では上清中の
感染性ウイルスの感染価は細胞内感染性ウイルスの感染価の1／10であった。しかし、Mタンパク変異麻疹ウ
イルスにおいては上清と細胞内感染性ウイルスとの問の感染価の差は1／100～1／1，㎜であった。MVAIK／
SSPE　75　M－GFPとMVAIK／ZH　M－GFPを感染させたB95a細胞の培養上清の感染性ウイルスのレベルは
MVAIK－GFP感染と同程度であったが、　Vero細胞においてMタンパク変異麻疹ウイルスは効率的に増殖で
きなかった。Mタンパク変異麻疹ウイルスはB95aとVero細胞において異なるウイルス増殖パターンを示
し、Vero細胞で効率的に増殖するためには、　Mタンパクは必須であることが明らかとなった。
はじめに
　麻疹ウイルスはモノネガウイルス目、パラミクソウ
イルス科、モルビリウイルス属に属する一本鎖nega－
tive　sense　RNAウイルスで、長さ15，894ヌクレオチド
の遺伝子を有し6個の構造タンパクをコードしてい
る。ウイルス粒子の外殻糖タンパクであるFusion（F）
タンパクとHemagglutinin（H）タンパクが、宿主細胞
表面受容体へのウイルス吸着とその後のウイルスと
宿主の細胞膜の融合に関与している。ウイルス粒子内
にはリボヌクレオカプシド（Ribonucleocapsid：
RNP）が存在しRNPは、　genome　RNAとNucleocap一
sid（N）、　Phospho（P）、　Large（L）タンパクから成り、
RNP複合体はウイルスの複製と転写機能を担ってい
る。細胞融合するとRNP複合体は細胞内に侵入し感
染が始まる。Matrix（M）タンパクは粒子膜に存在し
ウイルスの粒子形成、成熟に関与している1）。
　麻疹ウイルスは、長期持続感染により徐々に進行す
る中枢神経系の致死性神経変性疾患である亜急性硬
化性全脳炎（SSPE）の原因となることがよく知られ
ており2）、急性麻疹感染から平均して8年後に発症す
る1）2）。宿主においては細胞性免疫能の低下の兆候はな
く、血清と脳脊髄液（CSF）に非常に高レベルの抗体
がみられる。麻疹ウイルスの持続感染のメカニズム
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は、Mタンパクの変異や発現量の低下もしくは欠損に
よるウイルス粒子形成不全により脳内での広範囲の
拡大を伴う細胞から細胞への感染によるものと考え
られてきた3－5）。多数の突然変異がM遺伝子とF遺伝
子領域で指摘されており、特にF遺伝子配列における
典型的な突然変異には、FタンパクFテール領域短縮
（early　truncation）や延長（elongation）があると報告
されている6）7）。Mタンパクの発現量の低下は、　M遺伝
子配列におけるU－Ctransitionの変位により停止コド
ンが早期に出現したり、正常な機能を持つMタンパ
クが作られない事の他にbicistronic　mRNAまたは
polycistronic　mRNAによるリードスルー現象によっ
て生じる4）5）8）9）。Cathomenらは遺伝子操作によりMタ
ンパク欠損ウイルスを作製し、Vero細胞におけるそれ
らのウイルス増殖、細胞融合、およびウイルス成熟の
特徴を明らかにし、ウイルス成熟、複製、および拡散
にはMタンパクは重要ではないと報告してい
る10－12）。しかしながら、麻疹ウイルスに高い感受性を
示すB95a細胞における増殖能の検討はされていな
い。
　我々は弱毒生ワクチン麻疹AIK－C株のリバース
ジェネティクス法を開発し13一15）、AIK－C　cDNAのM
遺伝子をSSPEウイルスのM遺伝子と置換した組換
えcDNAからMタンパク変異麻疹ウイルスを作製
し、B95aとVero細胞での増殖パターンを検討した。
その結果、Vero細胞では感染性ウイルス粒子の産生が
少なく、Mタンパク変異ウイルスでもB95a細胞では
増殖し上清中にも感染性ウイルスが検出され、Vero細
胞で効率的に増殖するためには、Mタンパクは必須で
あることが明らかとなった。
研究材料および方法
　1．細胞とウイルス
　5％牛胎児血清（FCS）を加えたminimum　essential
medium（MEM）培養液を用いてVero細胞を継代し
た。マーモセットのリンパ球をEpstein－Barr　virusで形
質転換したB95a細胞は8％FCSを加えたRPMI1640
培養液で継代した16）。また、10％FCSを加えたMEM
培養液で293T細胞を継代した。実験ではすべての細
胞を37℃、5％のCO、内で増殖維持させた。鶏胎児臭
細胞でAIK－Cワクチン株を増殖させ、　SSPE株は我が
国で1975年のSSPE患者からVero細胞を用いて分
離されたSSPE－75株（北研1株）17）、イランの1976年
の患者からVero細胞を用いて分離されたZH株を使
用した18）。
　2．遺伝子配列解析
　既に報告したように、SSPE　75とZH株のN、　P、　M、
F、およびHタンパクの翻訳領域をRT－PCRによっ
て増幅し、ABI　3130シーケンサー（Applied　Biosys－
tems、東京）を用いdye　terrninator　directシーケンス法
によって遺伝子配列を決定した19）。
　3．プラスミドの構築と感染1生ウイルスの回収
　我々はAIK－Cワクチン株の全長cDNAプラスミ
ドを構築しており13－15）、Figure．1に示した様に2つの
部分に分けて全長cDNAプラスミドを構築した。
AIK－C　cDNA　leaderからAIK－Cゲノムの塩基配列
7，238位のPac　Iまでの前半cDNAと、　Hとしタンパ
ク領域を含む7，238位Pac　lからtrailerまでの後半
cDNAより全長cDNAを構築している。　N／P接合部
（N／Pjunction）の塩基配列1，773位の下流にGGCG
CG配列を追加することにより、　Asc　I制限酵素部位
（GGCGCGCC）を人為的に挿入し、麻疹ウ・イルスの
mRNAの転写、複製に必要なpolymerase結合部位
（Rl）とmRNA終結配列（R2）を加えた。緑色蛍光蛋
白（GFP）は、市販GFP発現ベクターを用いてリン
カー制限酵素Nco　IとNotIを付加したプライマーで
PCRを行いクローニングしNco　l、　Not　lで切断後
pMVAIK－GFPを作製した。　RT－PCRによってM遺
伝子をSSPE－75とZH株から増幅し、Spe　I（ゲノム部
位3，373）とBan　III（ゲノム部位4，312）を用いて切断
した。pMVMVAIK　N／P－GFPの前半のSpe　IとBan
IIIの間のM遺伝子をSSPE　75とZH株のM遺伝子
と置換し、pMVAIK／SSPE　75　M－GFPとpMVAIK／
ZH　M－GFPの全長cDNAクローンを構築した。
　組換え麻疹ウイルスの回収は、以前の報告に多少変
更を加えた。293T細胞にT7　RNAポリメラーゼを発
現している非複製型のワクチニアウイルス（MVAT7
pol）を感染させ、次にN、　P、およびLタンパクを発
現するヘルパープラスミド（pAIK－N、pAIK－P、　pAIK－
L）、全長感染性クローンをtransfectionした。ヘルパー
プラスミド（pAIK－N、　pAIK－P、　pAIK－L）はpBlu－
scriptSK　II一にクローニングし、既に報告した方法で
作製した13－15）。Dr．　G．　Sutter（GSF　Environment　and
Health　Research　Center，　FRG）よりT7　RNAポリメ
ラーゼを発現する非複製型ワクチニアウイルス
（MVAT7　pol）の供与を受けた20）。2日間の培養後、
293T細胞を330C、5％のCO2内でB95a細胞と混合培
養し、B95a細胞で2代継代し、細胞変性効果（CPE）
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が出現したウイルス液を保存した。クローンウイルス
株MVAIK／SSPE　75　M－GFPとMVAIK／ZH　M－
GFPを、それぞれpMVAIK／SSPE　75　M－GFPと
pMVAIK／ZH　M－GFPのcDNAクローンから回収し
た。
　4．感染性試験
　B95aとVero細胞に0．Olの感染多重度（m．o．i．）で、
MVAIK－GFP、　MVAIK／SSPE　75　M－GFP、および
MVAIK／ZH　M－GFPウイルスを感染させた。培養液
上清を採取し、感染細胞は5％FBSを加えた500　，u　し
のMEMに浮遊させ一70℃に保存し2回凍結融解し
た。12，㎜rpmで10分間遠心分離した後、上清を採取
し感染価を細胞内感染性ウイルスの感染価として測
定した。培養液の上清と細胞内ウイルス液を4倍階段
希釈し、96穴平板プレートのB95a細胞単層に50μし
ずつ接種、Reed－Muench法により感染価を計算し
TCID5。／mlで示した。
　5．GFP発現試験
　麻疹ウイルス増殖を観察するため、GFPを発現す
るよう組換え麻疹ウイルスを作製した。B95aとVero
細胞に組換え麻疹ウイルスを感染させ蛍光リーダー
FLx8800　（BIO－TEK　lnstruments　lnc．，　Vermont，　USA）
を用いて放射波長528nm、励起波長485　nmで強度を
測定し蛍光単位（FU）を測定した21）。
　6．間接免疫蛍光染色法
　B95a、　Vero細胞をLAB－TEK　8穴スライド（Nalge
Nunc　International，　USA）で培養し組換え麻疹ウイル
スを感染させた。冷却アセトンで細胞を固定し、麻疹
ウイルスNタンパク（CHEMICON　International，
Inc．，　USA）とMタンパク（CHEMICON　Interna－
tional，　Inc．，　USA）に対するマウスモノクローナル抗
体を反応させ、PBSで3回洗浄した後、　FITCまたは
ローダミン（SIGMA，　USA）で標識した抗マウスIgG
モノクローナル抗体を反応させ、免疫蛍光顕微鏡下で
Nタンパク、Mタンパクの発現を観察した。
結 果
　1．SSPE　75とZHの遺伝子配列の解析
　遺伝子型決定のためのN遺伝子のC末端の500の
ヌクレオチドの遺伝子配列解析の結果、SSPE　75株は
遺伝子型Cl、　ZH株は遺伝子型Fと判定された
（SSPE75株の塩基配列はGeneBankのAB453044に
ZH株はAB453183に登録した）。　M遺伝子配列につい
ては、SSPE　75株のM遺伝子ではATG開始コドンが
ACGに突然変異し、開始コドンは認められなかった
（GeneBank　accession　No．　AB453182）。　ZH株のM遺伝
子は、22番目のアミノ酸部位にEarly　stop　codonを認
めた（GeneBank　accession　No．　AB453184）。
　2．GFPとMタンパクの発現
　感染性cDNAの構造をFig．1に示した。　GFP遺伝
子をN／P接合部（N／Pjunction）に挿入し、　pMVAIK
N／P－GFPのM遺伝子をSSPE　75あるいはZH株の
ものと置換し、各cDNAから感染性組換え麻疹ウイ
ルス（MVAIK　N／P－GFP、　MVAIK／SSPE　75　M－GFP
およびMVAIK／ZH　M－GFP）を回収した。これらの
組換えウイルスをB95aとVero細胞に感染させた。こ
れらの組換えウイルスはGFPを発現するようデザイ
ンされており、GFP発現の結果をFig．2に示した。
AIK－Cワクチン株は遺伝子型Aで、　Vero細胞とB95a
細胞の両方で細胞融合を誘導する。組換え麻疹ウイル
スは、B95a細胞とVero細胞の両方において同様に細
胞融合を誘導しGFPの発現が観察された。
　間接免疫蛍光検査法によりMタンパクの発現を調
べ、結果をFig．3に示した。　MvAIK　N／P－GFPを感染
させたVero細胞ではNタンパクの発現に一致して
Mタンパクの発現が確認された（Fig．3－5、3－6）。
MVAIK　SSPE　75－GFPを感染させたVero細胞でN
タンパクは発現されていたが、Mタンパクの発現は認
められなかった（Fig．3－1、3－2）。同様にVero細胞で
MVAIK／ZH　M－GFPのNタンパクは発現したが、　M
タンパクは検出されなかった（Fig．3－3、3－4）。これら
の組換えウイルスを感染させたB95a細胞でも同様の
結果が得られた。
3．V o細胞におけるウイルス増殖とGFP発現
　Vero細胞に3種の組換えウイルスをm．o．i＝0．Olで
感染させ、培養1、3、5、7日目に培養上清と細胞画分
を採取し、ウイルス感染価を測定し結果をFig．4－Aに
示した。Vero細胞にMVAIK　N／P－GFPを感染させた
時、細胞内ウイルスの感染価は約106・5TCID，。／mlで、
培養上清中には105・8TCID，。／mlの感染価が認めら
れ、感染5日目がピークであった。培養上清中の感染
性ウイルスと細胞内感染性ウイルスの感染価の差は、
感染7日目で1／10であった。MVAIK／SSPE　75　M－
GFPに感染したVero細胞の細胞内感染性ウイルス
の感染価は、感染7日目がピークで約104・oTCID，。／ml
であったのに対し、培養上清の感染価は101・8TCID5。／
mlで細胞内ウイルスの1／100以下であった。
MVAIK／ZH　M－GFPの感染価は、細胞内感染性ウイ
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Construction　of　recombinant　measles　viruses．　Full－length　cDNA　ofthe　AIK－C　measles　virus　was　divided　into　two　parts；
the　first　half　was　constructed　from　the　leader　sequence　to　the　Pac　1　site　at　nucleotide　position　7，238　and　the　second　half
consisted　of　the　H　and　L　regions　from　the　7，238　Pac　1　site　to　the　trailer　sequence．　GFP　sequence　was　cloned　between
the　linker　restriction　enzymes　of　Nco　1　and　Not　1　sequence　and　inserted　at　the　Asc　1　site　in　which　the　G6CGCG　alignment
was　introduced　after　the　genome　position　1，773　at　the　N／P　junction．　R　l　and　R2　sequences　derived　from　mRNA　of　the
N　protein　of　measles　virus　were　added．　M　gene　fragment　of　the　pMVAIK　N／P一一GFP　between　Spe　l　（genome　position
3，373）　and　Ban　III　（genome　position　4，312）　was　replaced　by　those　of　SSPE　75　or　ZH　strain．　Full－length　cDNA　clones
of　pMVAIK／SSPE　75　M－GFP　and　pMVAIK／ZH　M－GFP　were　constructed．
Vero　cells
MVAIK／SSPE　75　M－GFPMVAIKIZH　M－GFPMVAIK　N／P－GFP
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B95a　cells
Fig．2　GFP　expression　in　Vero　and　B95a　cells　infected　with　recombinant　viruses．　Vero　cells　（upper　panels）　and　B95a　cells
　　　　　　（lower　panels）　were　infected　with　MVAIK／SSPE　75　M－GFP，　MAIK／ZH　MGFP　and　MVAIK　N／P－GFP　and　visualized
　　　　　　under　fluorescent　microscopy．
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Fig．3　Expression　of　the　N　and　M　proteins．　Vero　cells　were　infected　with　MVAIK／SSPE　75　M－GFP（panels　l　and　2），　MAIK／
　　　　　ZH　M－GFP　（panels　3　and　4）　and　MVAIK　N／P－GFP　（panels　5　and　6）　and　stained　by　indirect　immunofluorescent　assay
　　　　　using　monoclonal　antibodies　against　measles　N　protein　（upper　panels）　and　against　measles　M　protein　（lower　panels）．
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Fig．4　Production　of　cell－free　virus　and　GFP　expression　in　Vero　cells　infected　with　MVAIK／SSPE　75　M－GFP，　MAIK／ZH
　　　　　M－GFP　and　MVAIK　N／P－GFP．
　　　　　4－A：　Cell　lysate　（open　symbols）　and　culture　media　（solid　symbols）　were　obtained　on　days　1，　3，　5，　and　7　after　infection
　　　　　with　MVAIK／SSPE　75　M－GFP　（square　symbols），　MAIK／ZH　M－GFP　（triangles）　and　MVAIK　N／P－GFP　（circles）　in
　　　　　Vero　cells．　Virus　infectivity　was　shown　as　TCIDso／ml．
　　　　　4－B：　Fluoro－units　（FU）　of　culture　plates　of　Vero　cells　were　measured．　Background　FU　ranged　from　700　to　800　FU．
　　　　　Each　column　and　bar　demonstrate　a　mean十1．0　SD　of　FU　in　four　independent　exper’iments．
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ルスの最大感染価は感染7日目の105・3TCID5。／mlで
あり、培養上清の感染性ウイルスの感染価は102・8
TCID，。／m1で、細胞内感染性ウイルスの1／300以下で
あった。3種の組換えウイルスはいずれもGFPを発
現し、3種の組換えウイルスに感染したVero細胞にお
けるGFP発現を蛍光ELIsAで観察し、結果をFig、
4－Bに示した。GFP発現量のベースライン強度は103・o
FU以下（平均762±28　FU）であった。　Vero細胞に
MVAIK　N／P－GFPを感染させた場合、　GFP発現は感
染3日目に8，710FUに増加し、感染7日目に14，057
FUまで増加した。MVAIK／ZH　M－GFPを感染させた
場合、GFP発現は遅れ、感染5日目で1，309　FU、感染
7日目で4，084FUであった。しかし、MVAIK／SSPE75
M－GFPを感染させた場合はGFP発現の増加はみら
れなかった。ウイルス感染価の動態はGFP発現と相
関し、Mタンパク変異ウイルスに感染したVero細胞
においてウイルス増殖が低いことが明らかになった。
　4．B95a細胞におけるウイルス増殖とGFP発現
　B95a細胞にMVAIK　N／P－GFP、　MVAIK／SSPE75
M－GFP、およびMVAIK／ZH　M－GFPを感染させ、ウ
イルス増殖の結果をFig．5－Aに示した。細胞内感染性
ウイルスの感染価は、MVAIK　N／P－GFPに感染した1
日目から増加し、感染5日目まで徐々に増加した。培
養上清感染性ウイルスの感染価は約106・oTCID、。／ml
で、細胞内感染性ウイルスの感染価の約1／10であっ
た。B95a細胞にMVAIK／SSPE　75M－GFPに感染させ
た場合、感染3日目にピークを認め、3日目の細胞内感
性ウイルスの感染価はlO7・5　TCID，。／ml、培養上清で
104・3TCID5。／mlで、細胞内感染性ウイルスの感染価の
約1／1，㎜であった。しかし、Vero細胞と比べてB95a
細胞では効率良くウイルスの増殖が認められた。Vero
細胞、B95a細胞いずれでも培養上清の方が感染性ウイ
ルス感染価が低く、Mタンパク変異組換えウイルスを
感染させると細胞内感染性ウイルスの約1／100～1／
1，㎜であった。B95a細胞に感染させた場合のGFP
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Fig．5　Production　of　cell－free　virus　and　GFP　expression　in　B95a　cells　infected　with　MVAIK／SSPE　75　M－GFP，　MAIK／ZH
　　　M－GFP　and　MVAIK　N／P－GFP．
　　　5－A：　Cell　lysate　（open　symbols）　and　culture　media　（solid　symbols）　were　obtained　on　days　1，　3，　5，　and　7　after　infection
　　　with　MVAI－K／SSPE　75　M－GFP　（square　symbols），　MAIK／ZH　M－GFP　（triangles）　and　MVAIK　N／P－GFP　（circles）　in
　　　B95a　cells．　Virus　infectivity　was　shown　as　TCID，o／ml．　5－B：　Fluoro－units　（FU）　of　culture　plates　were　measured．
　　　Background　FU　ranged　from　700　to　800　FU．　Each　column　and　bar　demonstrate　a　mean＋1．O　SD　of　FU　in　four
　　　independent　experiments．
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発現をFig．5－Bに示した。　MvAIK　N／P－GFPを感染
させると、GFP発現は感染1日目から1，933　FU、3日
目で3，725FU、5日目で7，381　FUで、7日目がピーク
で30，589FUであった。　MVAIK　SSPE　M－GFPを感染
させると、GFP発現は感染7日目まで増加し、1日目
で1，583FU、3日目で7，247　FU、5日目で43，517　FU、
7日目で72，774FUであった。　MVAIK　ZH　M－GFPを
感染させた場合も同様の結果が得られた。Vero細胞と
は対照的に、B95a細胞ではMVAIK／SSPE　75　M－GFP
とMVAIK／ZH　M－GFPはウイルスの増殖を認めた。
考 察
　SSPEは、自然麻疹感染時の麻疹ウイルスの持続感
染とみなされている12）。持続感染のメカニズムは、F遺
伝子細胞質内テール領域とM遺伝子における突然変
異とM遺伝子の通常と異なる転写に焦点が当てられ
てきた12）。Mタンパクの変異は開始コドン、　M遺伝子
ORFにおける突然変異により生じ、正常のMタンパ
クが合成されないことになる。二本鎖RNA依存性ア
デノシン脱アミノ酵素活性（double－stranded　RNA－
dependent　adenosine　deaminase　activity）が媒介するU
からCへの偏った突然変異（biased－mutation）と考え
られている4）22）23）。M遺伝子配列に関しては、　SSPE　75
のM遺伝子でATG開始コドンが突然変異し、　ZH株
のMタンパク翻訳は早期終止コドンの導入により22
番目のアミノ酸で停止する3）24）。MタンパクはSSPE
におけるウイルス増殖と脳組織内での感染の拡大に
は重要ではなく、MタンパクはVero細胞におけるウ
イルスの成熟、および粒子形成に重要な機能を果たす
と想定されてきた。
　近年のリバースジェネティクス法の発達により、
SSPEウイルス株のMタンパク遺伝子を欠失させM
タンパク変異麻疹ウイルスを作製することによりウ
イルスの性状の解析が容易になった。Cathomen等は
Mタンパク欠損麻疹ウイルスを作製し、細胞内感染性
ウイルスと培養上清中のウイルスの感染力の比率は
250：1であった10）。彼らは感染したVero細胞の電子
顕微鏡検査も行い培養上清の顕微鏡的構造は粒子構
造を示さず、細胞損傷により断片化された細胞膜フラ
グメントであるように見えたと報告している10）。通常
の麻疹ウイルスが感染したVero細胞の場合、　F、　Hタ
ンパクは細胞の基底側部に局留しMタンパク存在下
で細胞が培養液に接するApical側にシフトする。
Vero細胞にMタンパク欠損ウイルスが感染すると同
様にF、Hタンパクは細胞の基底側部に限局するがM
タンパクができないのでapical側にはシフトするこ
とがないためF、Hタンパク、RNPが共存する可能性
が低いものと考えられる。Cattaneo等25）は、エンベ
ロープタンパクの変異が細胞融合の誘導に影響を及
ぼし、FタンパクのC末端を欠失した組換え麻疹ウイ
ルスを作ることによってこれが裏付けられたと報告
した26）。彼らは、MタンパクとFタンパクの細胞質内
テール領域が融合の効率に大きな影響を及ぼす可能
性があると提案した。Patterson等11）は、　M遺伝子を
Biken　SSPE株で置換した感染性ウイルスを作製し、
このウイルスはcell　freeの感染性粒子は産生すること
はなく、Biken　SSPE　Mタンパクは過度に変異してお
りin　vitro試験でRNPを結合することができなかっ
たと報告している24）。これらの所見を考慮すると、M
タンパクは、Vero細胞において感染性ウイルス粒子を
作る過程の中で脂質二重膜をターゲットとしている
Fタンパクの細胞質テールと結合能力を有している
と考えられる。
　本実験では、SSPE　75とZH株のM遺伝子を有す
る組換え感染性cDNAからMタンパク変異麻疹ウイ
ルスを作製した。開始コドンはSSPE　75　M遺伝子で
は消失し、ZH株では22番目のアミノ酸部位で早期の
終止コドンが導入されていた。作製したMタンパク
変異ウイルス（MVAIK／SSPE75　M－GFP、　MVAIK／
ZH　M－GFP）を感染させたB95aとVero細胞において
Mタンパクは検出されなかった。過去の報告では
Vero細胞におけるMタンパク欠損麻疹ウイルスの性
状が研究されているが、B95a細胞におけるウイルス増
殖に関する報告はなかった。今回の報告では、我々は
Mタンパク変異ウイルスに感染したVero細胞と
B95a細胞における感染性ウイルスの産生とGFP発
現を比較した。GFP発現は、ウイルス感染、転写、翻
訳、および複製の過程を反映する。Vero細胞とB95a
細胞の両方において、cell　freeの感染性ウイルスの産
生は、細胞内ウイルスと比べて1／100～1／1，㎜未満に
減少した。これは、ウイルス構成成分の集合、粒子形
成にMタンパクが関与していることを示唆してい
る。標準ウイルスと比べて、Mタンパク変異ウイルス
に感染した後のVero細胞におけるGFP発現は非常
に低かった。その一方、Mタンパク変異ウイルスに感
染したB95a細胞におけるGFP発現は低減せず、標準
ウイルス感染後にみられるものと同様またはそれよ
り若干高かった。しかし、Mタンパク変異ウイルスの
（7）
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cell　freeの感染性ウイルスにおける感染力は標準ウイ
ルスより若干低かった。これらのデータは、Vero細胞
ではMタンパクはウイルス産生に必須であるが、
B95a細胞では必須ではないことを示している。
　麻疹ウイルスはCD46とsignaling　lymphocyte－
activating　molecule（SLAM：CD150）の2つの異な
る細胞受容体を用いる27一29）。CD46は、　Vero細胞を含
む上皮細胞の表面に広く発現する補体活性に関連す
る膜タンパクである。CD150は、リンパ系細網内皮細
胞の表面に発現するリンパ球刺激因子である。Vero細
胞はCD46を発現し、　B95a細胞はCDI50を発現して
いる。受容体の利用はリバースジェネティクスの
back－born　virusであるMVAIK　N／P－GFPのHタン
パクに依存する。HタンパクはAIK－C株のHタンパ
クであり、Vero細胞、　B95a細胞いずれにも感染し同じ
ように増殖するので、Mタンパク変異麻疹ウイルスの
増殖の違いはレセプターの特異性の違いでは説明で
きない。B95a細胞の場合、　Cathomen等10＞が報告した
ように、Fタンパク、　Hタンパクは細胞内に均一に分
布し、Mタンパクはこれらに結合し、さらにRNPと
結合している。Mタンパク欠損ウイルスでは、感染性
ウイルス粒子の形で存在するのではなく、膜表面に輸
送されたF、Hタンパクは同様に細胞内に均一に存在
し細胞変性効果で断片化された細胞膜フラグメント
として、その直下のRNPとともに感染性膜フラグメ
ントとして存在していると考えられる。その他、B95a、
Vero細胞での転写、翻訳、複製効率の差が考えられる
が、これらはまだ十分には解明されていない。
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Matrix　protein　defective－recombinant　measles　viruses　grew　differently
in　Vero　and　B95a　cells
Ryuhei　NAGAOi），　Masaki　TOUGOU2），　Katsuhiro
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tetsuo　NAKAYAMA‘）
K MASE3），
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Abstract
　　　　Measles　virus　obtained　from　subacute　sclerosing　panencephalitis　（SSPE）　is　defective　in　matrix　（M）　protein　and，　in　this
study，　such　viruses　were　generated　to　investigate　viral　growth　in　B95a　and　Vero　cells．　MVAIK　N／P－GFP　was　generated　by
reverse　genetics　based　on　the　cDNA　of　the　AIK－C　measles　vaccine　strain　designed　to　express　green　fluorescent　protein　（GFP）
and　MVAIK／SSPE　75　M－GFP　and　MVAIK／ZH　M－GFP　were　recovered　from　the　recombinant　cDNAs　in　which　the　M　gene
of　the　AIK－C　cDNA　was　replaced　by　that　of　the　SSPE　strains　（SSPE　75　and　ZH）．　The　difference　in　infectivity　between　the
supernatant　and　cell－associated　fractions　was　1／100　to　1／1000　in　cultures　of　the　M－defective　viruses．　The　level　of　infectious
virus　in　the　supernatant　of　B95a　cells　infected　with　MVAIK／SSPE　75　M－GFP，　and　MVAIK／ZH　M－GFP　was　similar　to　that
observed　in　infection　with　MVAIK　N／P－GFP，　but　the　M－defective　viruses　did　not　grow　efllciently　in　Vero　cells．　Thus，　the
M－defective　viruses　grew　differently　in　B95a　and　Vero　cells　and　the　M　protein　was　indispensable　for　eMcient　virus　growth　in
Vero　cells．
〈Key　words＞Measles　virus，　M　protein，　Subacute　sclerosing　panencephalitis　（SSPE）
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